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ABSTRACT 
Extranuclear basic proteins have been detected in the capsule of the spermatozoa of three 
species of decapod  crustaceans  (Nephrops  norvegicus L.,  Macrura;  Eupagurus  bernhardus L., 
Anomura; Carcinus maenas Penn., Brachyura). Their properties have been studied by cyto- 
chemical  methods.  Their  position  inside  the  capsule  of  the  spermatozoon  has  been 
specified with the aid of the electron microscope. Present in a constant fashion in the three 
species cited, their relative importance is very variable. In contrast to the refringent cone of 
the spermatozoon of Ascaris,  which contains an acid protein, ascaradine, the capsule of the 
spermatozoon of the three decapod crustaceans studied contains basic  proteins which  we 
propose to designate by the general term "decapodine". 
Les  spermatozoides  des  crustacfs  dfcapodes 
(Fig. 1, 2, 3) comprennent fondamentalement trois 
parties  (8):  (a)  le noyau, de forme  et de volume 
tr~s variables, est considfr6 comme la partie  pos- 
tfrieure du gamete; (b) le collier, rfgion moyenne, 
renferme  un  peu  de  cytoplasme  avec  quelques 
restes mitochondriaux et les centrioles; (c)  la cap- 
sule, plus ou moins volumineuse suivant les esp~ces, 
reprfsente la rfgion ant6rieure du spermatozoide. 
I1 n'existe pas de flagelle et les spermatozo~des sont 
immobiles. 
La capsule est une formation complexe situfe en 
avant du noyau dont elle est s6parfe plus ou moins 
nettement par  la  membrane  nucl6aire et  par  le 
collier. Elle est traversfe  suivant son axe longitu- 
dinal par  un filament axial  constitu6 de  fibrilles 
et 6ventuellement de tubules. Autour de cette for- 
mation fibrillaire s'organise la capsule proprement 
dire. I1 a 6t6 beaucoup 6crit au sujet de cette cap- 
sule,  sur sa  structure  et  sa signification. Mais les 
travaux  effectu6s  ont  6t6  rfalis6s  g6n6ralement 
uniquement sur des bases morphologiques, soit au 
microscope photonique (8,  19-22, 33,  34, 41,  49), 
soit au microscope 61ectronique (11, 27, 31, 39, 50), 
le  plus  souvent  sur  une  seule  esp~ce.  Quelques 
travaux ayant trait h la physiologic de ces sperma- 
tozoides aberrants lors de la f6condation sont dfij~t 
parus  (10,  40)  et les recherches dans ce domaine 
devront 6galement nous  apporter  des  6claircisse- 
ments  sur  la  signification fonctionnelle de  cette 
formation.  Avant  d'aborder  cet  aspect  du  pro- 
blame (aspect physiologique), nous avons 6tudifi de 
fa~on comparfie les spermatozoides de trois esp~ces 
de d6capodes (14-16), par la microscopic classique 
et par la microscopic 61ectronique (aspect morpho- 
logique),  et  par  les m~thodes  cytochimiques  (as- 
pect biochimique). La cytochimie nous semble ~tre 
une mfithode trfis valable pour l'6tude de la signi- 
fication de  la  capsule. Jusqu'h  present,  les  rares 
publications oh  l'aspect biochimique est envisagfi 
(11,  27,  31,  32,  39, 50)  notent simplement que la 
capsule  est  PAS-positive;  ceci  permet  g6nfirale- 
ment  aux  auteurs  de  l'homologuer  purement  et 
simplement ~t l'acrosome d'un spermatozoide fla- 
gell6,  les  polysaccharides  d6tect6s  6tant  associ6s 
des prot6ines chez  l'6crevisse Procambarus clarkii 
547 (31,  32),  et ~t du RNA chez le crabe Eriocheirjapo- 
nicus (50). 
Dans  une  publication  pr6c6dente,  nous  avons 
6tudi6.  de  fa§on  compar~e  le contenu  intracapsu- 
laire,  au  moyen  des  techniques  cytochimiques  et 
du  microscope  61ectronique  (16).  Le  microscope 
6lectronique  rSv$1e  la  pr6sence de  diff6rentes r~- 
gions  ayant  des  densit6s  variables  aux  ~lectrons 
suivant les esp$ces consid6r~es. Nous avons montrfi 
que  les aspects  ultrastructuraux  observ6s peuvent 
~tre mis en parall~le avec les diff6rentes substances 
visualisfies au microscope  photonique par les m6- 
thodes  cytochimiques.  Trois  types  de  substances 
ont 6t6 ainsi d~tect~es ~  l'int~rieur de la capsule: 
polysaccharides,  prot6ines,  et  prot6ines  basiques, 
dont la pr~sence est constante, mais dont l'impor- 
tance varie consid6rablement d'une esp~ce  ~  une 
autre suivant le groupe de d~capodes consid~r~. 
Nous nous attacherons ~ montrer dans cette note 
la pr6sence de  prot6ines basiques intracapsulaires 
dans  les  spermatozoides  des  crustac~s  d6capodes 
fitudifis et ~ r6unir les premi~res informations rela- 
tives  ~t  ces  prot6ines  obtenues  h  l'aide  des  tech- 
niques cytochimiques. 
MAT]~RIEL  ET  M]~THODES 
Nous  nous  sommes  adress~  h  trois  esp$ces  de  crus- 
tac6s,  chacune  repr6sentant  Pun  des  trois  types  de 
d6capodes  ct  poss6dant  des  spcrmatozo[des  de 
morphologic  tr~s  diff6rente:  Nephrops norvegicus L. 
(macroure),  Eupagurus bernhardus L.  (anomoure)  et 
Carcinus maenas Penn.  (brachyoure). 
Les  acides  nucl6iques  (DNA  et  RNA)  ont  6t6 
recherch6s apr~s fixation par le m61ange de Clarke- 
Carnoy  (6thanol  absolu:  3  vol;  acide  ac6tique  C6: 
1 vol),  par  les  m~thodes de  Feulgen,  de Brachet  et 
d' Einarson. 
Pour la d6tection des  polysaccharides,  le  mat6riel 
a  6t6 fix6  par le liquide de Gendre  (solution satur6e 
d'acide picrique dans l'alcool ~t 90 °, 80 ml; formol,  15 
ml;  acide  ac6tique  C6,  5  ml),  puis  trait6  par  la 
m6thode de McManus au PAS. 
Les prot6ines totales ont 6t6 6tudi6es apr~s fixation 
par le liquide de Carnoy et par le liquide de Gendre ~t 
l'aide  de  la  m6thode de Yasuma  et  Ichikawa  (nin- 
hydrine-Schiff) et dans quelques cas par la technique 
de Burstone au DNFB.  Nous avons 6galement utilis6 
le fast green FCF en solution aqueuse  ~ 0,1%  h  pH 
2,8 et la inO.thode de Bonhag au bleu de bromoph6nol 
mercurique. 
Pour la raise en fividence des prot6ines basiques, le 
materiel a  6t6  fix6  par le formol neutre  ~t  10%  (for- 
maldfihyde  Merck  pour  analyse  neutralis6e  par  du 
carbonate de calcium Prolabo pour analyse, dilufie par 
de l'eau distillfie  ou de l'eau de mer filtr6e). Elles ont 
fit6  d~tect6es  par la  m&hode d'Alfert et  Geschwind 
(1,  2)  (solution de fast green FCF,  G. T. Gurr,  C.  I. 
42053, & 0,1 eVTo dans l'eau distill6e amenfie gt pH 8-8,2 
par  la  soude,  avec  ou  sans  prfitraitement  gt  90°C 
pendant  15  minutes  par  l'acide  trichloraefitique 
Abr:viations  utilis:es  dans  les figures 




f, batonnet axial 
fa, formation axiale 
fh, formation homogbne 
fp, formation p6riph6rique 
fr, formation r6ticulbe 
ga, granule apical 
L, systbmes lamellaires 
mn, membrane nuclbaire 
N, noyau 
t, tubules 
FIGURES  1-3  Structure  des  spermatozoides  des  trois  esp6ces  de  crustac6s  d6capodes 
6tudi6es (observations r6alis6es  au microscope h contraste de phase).  X  1000. 
FIGURE  1  Nephrops  norvegicus, Macroure:  le noyau  relativement dense  est  de  forme 
subsph6rique; la capsule, long cylindre d'aspect clair, est parcourue sur route sa longueur 
par le b~tonnet axial qui aboutit au granule apical. 
FIGURE ~  Eupagurus bernhardus, Anomoure: le noyau de forme trbs irr@ulibre apparaR 
cn clair; la capsule est ovoide et dense. 
FIGURE 3  Carcinus maenas, Brachyoure:  [e noyau, d'apparence claire, entoure la capsule 
de forme sph6rique dans laquelle un amleau central construe la r6gion la plus dense. 
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FIGURES  4-6.  Schemas  des  spermatozoides  des 
crustac6s  dfcapodes  ~tudi&  r6alis&  h  partir  des 
micrographies obtenues  au  microscope 5lectronique 
et  des  donn6es  cytochimiques  publi6es  ant~rieure- 
ment  (15, 16). 
FIGURE  4  Sch&na  du  spermatozoide  de  la  lan- 
goustine Nephrops  norvegicus. 
Merck pour analyse  h  5%),  la  m~thode de Bloch et 
Hew  (7)  (solution ~ 0,1%  dans l'eau  distill5e  h pH 
8-8,2 d'6osine Y,  G.  T.  Gurr,  C.  I.  45380,  avec ou 
sans hydrolyse pr5alable des nucl5oprot6ines par une 
solution aqueuse satur5e d'acide picrique Fluka pour 
analyse  ~  60°C,  pendant une  nuit),  la  m~thode  de 
Bloch  (coloration pendant  1 heure par  une solution 
de  bleu  de  bromoph6nol  Kuhlmann  & 0,1%  darts 
l'eau  distill4e amen4e ~t pH 2,3  par  l'acide ac4tique 
C6).  Nous avons 4galement exp4riment4 la  m4thode 
de Bloch au fast green-6osine Yt apr& extraction des 
Bloch,  D.  P.  1966. Dinitrofluorobenzene-Saka- 
guchi reaction for the cytochemical characterization 
of proteins.  Communication personnelle. 
acidcs nucl5iques par l'acide trichlorac~tique chaud; 
on  colore  d'abord  30  minutes  par  le  fast  green  en 
solution  alcaline comme dans  la  technique d'Alfert 
et Geschwind puis pendant 2  4 heures par le m5lange 
fast green h 0,05%, 5osine Y 0,05% h pH 8,2-8,3 dans 
Ie tampon tris-HCI. 
Des  bloquages  ont  6tfi effectu&  pour  contr61er 
l'acidophilie des  prot~ines d5tectfies: ac5tylations  et 
d&aminations  out  5t~  rSalis5es  pendant  des  temps 
variables, de 15 minutes h 4 heures. L'acide nitreux a 
6t~  pr5par~  au  moment de  l'emploi en  m~langeant 
volume  h  volume  une  solution  5  5%  d'acide  tri- 
chlorac5tique Merck pour  analyse  et une solution 5 
5%  de nitrite de sodium Prolabo pour  analyse.  Les 
ac~tylations ont fit~ conduites h 60°C au moyen d'an- 
hydride  ac~tique  Prolabo  pour  analyse  renfermant 
2%  d'acide ae~tique. 
Les  prot~ines  basiques ont  ~galement  ~t5  recher- 
ch~es  par  la  m~thode de Black  et  Ansley  (3,  4)  au 
moyen du  nitrate  d'argent  ammoniacal. 
La pr&ence 5ventuelle d'arginine a  ~t5 recherch6e 
par  la  r5action  de  Sakaguchi,  selon la  variante  de 
McLeish  (29)  ou  de  Bloch  2 avec  ou  sans pr5traite- 
ment par  le DNFB.  Le tryptophane a  5t~ recherch5 
par  les  m~thodes d'Adams,  de  Glenner  (36)  et  de 
Lison et Pinheiro (28).  Les acides amin& soufr& ont 
~t~ recherch~s par la m~thode de Barrnett et Seligman 
au DDD (28 et 36). 
Le fer a ~t~ recherch~ par les m5thodes de Lison et 
Bunting pour le fer Fe  +++ et de Tirman et Schmettzer 
pour  le  fer  Fe  ++.  Des essais  de  dSmasquage du  fer 
fiventuellement  impliqu5  dans  des  combinaisons 
organiques out  5t5 r5alis&  par  l'eau  oxyg5n~e,  par 
l'alcool sulfurique selon la technique de Macallum et 
par incin6ration des coupes de mat6riel fix5 au forlnol 
neutre (28). 
OBSERVATIONS 
Localisaiion des ProtHnes 
Basiques Extranucldaires 
Les protSines basiques extranuclSaires sont loca- 
lis~es dans la capsule des spermatozo[des (l 6), mais 
occupent dans cette formation un volume plus ou 
moins  important  suivant  les  esp~ces  considfir~es 
(Fig. 4, 5, 6), 
Chez la langoustine Nephrops norvegicus (14,  15), 
la majeure partie de la capsule contient en abon- 
dance des polysaccharides repr&entant une forma- 
tion  pfiriph6rique  qui  se  rfiv~le  au  microscope 
~lectronique comme une zone finement fibritlaire, 
peu dense aux  ~lectrons. La formation pfiriaxiale 
est constitu6e de deux substances: l'une homog~ne, 
2 Bloch,  D.  P.  1966. Fast green-eosin method for 
histone staining. Conmmnication personnelle. 
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avons  appelfie  formation  r6ticul~e  renferme  des 
protfiines basiques en petites quantitfis. De  telles 
prottines basiques extranuclfiaires sont dtcelables 
:h 
FIOURE  5  Schfima  du  spermatozoide  du  pagure 
Eupagurus bernhardus. 
de  faqon  beaucoup  plus  nette  dans  le  granule 
apical  coiffant  le  filament axial  dans  la  r6gion 
ant~rieure de  la  capsule;  c'est  plus  pr6cis6ment 
dans la partie interne de ce granule apical que se 
localisent  les  prot6ines  baslques  dfitect6es.  Au 
microscope 61ectronique,  cette r6gion interne a une 
structure lamellaire et est entour~e par une subs- 
tance homog~ne, moins dense aux 61ectrons, ren- 
fermant des prot6ines banales. 
Chez  le  pagure  Eupagurus  bernhardus  (16),  par 
contre, les prot~ines basiques occupent la majeure 
parde du volume de  la capsule et ont  la m~me 
r~partition  que  les  prot6ines  banales;  elles  sont 
toutefois  absentes de la formation axiale et d'une 
mince bande p~riphfirique renfermant des polysac- 
charides peu abondants. Parfois,  dans les sperma- 
tozoides jeunes, s'observe un granule apical  tr~s 
mince, mais plus dense que le reste  de la capsule. 
Au microscope ~lectronique, le contenu intracap- 
sulaire diff~re de celui de l'esp~ce  pr~cfidente; sa 
structure est uniforme, l'opacit6 aux filectrons rela- 
tivement grande d'ailleurs, ne variant qu'en fonc- 
tion de differences de densit6 d'un m~me matfiriel; 
la partie p6riph6rique qui renferme des protfiines 
banales et des polysaccharides est beaucoup moins 
dense aux tlectrons. 
Chez le crabe Carcinus  maenas  (16),  les prot6ines 
basiques sont pr6sentes en quantit6s importantes 
au niveau d'un manchon situt autour de la forma- 
tion fibritlaire axiale et darts le granule apical. Le 
manchon ptriaxial, tr~s dense aux 61ectrons, a une 
structure rappelant celle de la formation rfiticulte 
de la langoustine. La majeure partie de la capsule 
est constitute par des prot6ines banales et des poly- 
~_  ,c  k  g  a 
FIGURE  6 
L  i 
Sch6ma du spermatozoide du crabe Carcinus maenas. 
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rique que les prot6ines basiques. Le granule apical 
a une structure homog~ne. 
Caract$res Cytochimiques des Protdines 
Basiques Capsulaires 
Les  r~actions  gtnSrales  des  prottines  (ninhy- 
drine-Schiff,  bleu  de  bromoph5nol  mercurique, 
fast green en solutions acttifites, DNFB)  colorent 
le bhtonnet axial intracapsulaire chez la langous- 
tine, et l'ensemble de la capsule chez le pagure et 
chez le crabe (Fig. 7, 8).  Chez ces deux derni&res 
esp&ces,  la  coloration  g~ntrale  obtenue  par  la 
technique de Yasuma et  Ichikawa est d'intensit6 
relativement faible dans le cas du pagure et, chez 
le crabe, la coloration est intense, sauf au centre, 
au niveau de la formation axiale et du manchon 
ptriaxial. 
Les prot~ines basiques de la capsule des sperma- 
tozoides des  trois esp&ces de  crustacts  dtcapodes 
6tudi~es sont facilement mises en 5vidence par les 
colorants acides utilists en solutions aqueuses h pH 
alcalins (fast  green FCF,  &osine Y)  ou  h  pH  2,3 
dans le cas du bleu de bromophtnol (Fig. 9,  10). 
Les colorations sont toujours intenses sauf le long 
du filament axial chez la langoustine oh la rtaction 
demeure discrete. Ces prot5ines peuvent 6galement 
~tre dttecttes m~me si l'on omet l'hydrolyse acide 
des  nucldoprotfiines  pratiqute  pour  la  mise  en 
6vidence des  prottines basiques nucltaires (acide 
trichloracttique  ou  acide  picrique); dans  ce  cas, 
on obtient une coloration tr~s sp5cifique des sites 
intracapsulaires oh  se localisent les prottines 6tu- 
dites. Elles ne semblent donc pas likes hun  acide 
nucltique; de m~me une hydrolyse du RNA  par 
la  ribonucl~ase n'augmente  pas  l'intensit5 de  la 
coloration.  Avec  la  coloration  combinte  au  fast 
green-6osine Y,  les prot~ines basiques capsulaires 
fixent beaucoup plus de fast  green que d'6osine, 
m~me  si  on  traite  les  coupes  directement par  le 
mtlange fast  green-6osine en  omettant  le  traite- 
ment  prtliminaire  par  la  solution  pure  de  fast 
green; l'6osine est toujours fixte ~t l'ttat de traces 
sur les sites rtvtlts. 
Les histones des noyaux des cellules germinales 
ou somafiques du testicule ne sont plus rtvtlables 
apr~s une acttylation ou la dtsamination pendant 1 
heure des radicaux e-amino de la lysine qui entrent 
dans  leur  constitution.  Par  contre,  les  prottines 
basiques capsulaires continuent ~ fixer les colorants 
acides; chez la langoustine toutefois, les sites acido- 
philes prtsents le long de raxe fibrillaire ne rtagis- 
sent plus, peut-~tre en raison de leur faible concen- 
tration ~  ce niveau. Acttylation et dtsamination 
mentes pendant 4 heures provoquent une tr~s forte 
diminution de  l'acidophilie  des  constituants ba- 
siques intracapsulaires sans que toutefois la r~ac- 
tion solt totalement nulle. 
Nous  avons  6galement  cherch6  ?~  mettre  en 
6vidence les prottines basiques capsulaires au mo- 
yen de la mtthode de Black et Ansley (3, 4) apr~s 
fixations au formol neutre, aux liquides de Gendre 
et de Carnoy. Nous avons certes observ6 des rtduc- 
tions  du  nitrate  d'argent  ammoniacal,  mais  les 
r6sultats  que  nous  avons  obtenus  n'ont  pas  6t6 
toujours tr~s rtguliers (Fig.  11,  12). 
La prtsence d'arglnine a  ~t6 rtvtlte au niveau 
des  granules apicaux chez la langoustine et chez 
le crabe. Les manchons ptriaxiaux chez ces deux 
esp~ces  ainsi  que  l'ensemble  de  la  capsule  du 
pagure nous ont donn6 des  r6sultats n6gatifs. La 
rfaction de Barrnett et Seligman au DDD donne 
des rfsultats positifs, ce qui indiquerait l'existence 
FIGURE 7  Dttection des prottines totales (r~action de Yasuma et Ichikawa: ninhydrine- 
Schiff) chez le pagure Eupagurus bernhardus. X  900. 
FIGURE 8  Mgme r~action chez le crabe Carcinus maenas. X  900. 
FIGURE 9  Dttection des prottines basiques par la mtthode de Bloeh et Hew b~ l'6osine 
Y ~ pH 8,~ chez la langoustine Nephrops norvegicus. X  900. 
FIGURE l0  M~me rtaction chez le crabe. X  900. 
FIGURE 11  Dttection des  prottines basiques par la mtthode de Black et Ansley chez 
la langoustine. X  900. 
FIGURE 1~  Mgme rtaction chez le pagure. X  900. 
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sent des formations consid6r~es. 
Toutes les tentatives de d~tection du fer se sont 
soldfes par des fichecs. 
DISCUSSION  ET  CONCLUSIONS 
De nombreux travaux ont montr~ la presence de 
prot~incs basiques (histones ou protamincs) dans 
lcs  noyaux  des  tissus  les  plus  varies  aussi  bien 
d'origine animale que d'origine  v~g~tale  (9, 12, 23, 
38). 
R6cemment, des prot6ines basiques ont 6tfi d~- 
tect6es darts le cytoplasme soit au moyen des tech- 
niques biochimiques soit  par  les  m6thodes cyto- 
chimiques.  Butler  et  collab.  (13),  Setterfield  et 
collab.  (42)  ont ainsi montrfi la pr6sence de pro- 
t4ines  basiques  au  niveau  des  ribosomes,  en 
association avec leur RNA. 
La majorit6 des  travaux effectu6s  ~ l'aide des 
techniques cytochimiques, signalant la presence de 
prot6ines basiques extranuclfiaires, ont trait ~ des 
6tudes relatives ~ l'ovogen6se.  Cowden a  obtenu 
dans le  cytoplasme des  ovocytes de  limace  une 
r~action positive au fast green, rfiaction qu'il con- 
sid~ra par suite comme non sp6cifique.  Taleporos 
(47)  signale la pr~sence d'histone et d'une petite 
quantit6 de protamine dans le cytoplasme de l'oeuf 
de l'oursin Xtrongylocentrotuspurpuratus; ces prot6ines 
disparaissent du reste durant les premiers stades du 
dfiveloppement  embryonnaire.  Pour  Taleporos, 
leur  pr6sence  dolt  ~tre  raise  en  parall~le  avec 
l'existence de DNA  cytoplasmique. Horn  (24)  a 
figalement d~tect6  la  presence  de  protfiines  ba- 
siques dans le cytoplasme des  ovocytes  d'amphi- 
biens  ainsi  que  dans  les  blastom~res  issus  des 
premieres mitoses de segmentation au niveau des 
plaquettes vitellines. Plus rficemment, Davenport 
et Davenport (17,  18)  ont retrouv6 une prot~ine 
basique  dans le  cytoplasme  des jeunes ovocytes 
d'ascidies et de  mollusques, prot~ine associ~e  au 
RNA. 
Alfert  et  Goldstein  ont  mis  en  6vidence  une 
prot~ine basique associ6e  au  RNA dans le cyto- 
plasme de Tetrahymena. Horn et Ward (25) obtien- 
nent par le fast green une intense coloration du 
cytoplasme des cellules des glandes salivaires des 
larves de  Drosophila virilis, en  rapport  avec  une 
abondante quantitfi d'arginine cytochimiquement 
d6celable. Enfin, Whitfield et Youdale (48) d6tec- 
tent par une variante de  la mfithode d'Alfert et 
Geschwind des prot6ines basiques cytoplasmiques 
associ6es  au  RNA  des  fibroblastes  de  souris 
croissance rapide.  Spicer et Lillie (44)  et  Spicer 
(43)  ont  pu  mettre  en  6vidence  une  protfiine 
basique associfie aux polysaccharides acides des s6- 
cr6tions muqueuses.  Signalons ~galement les  ob- 
servations de  Personne  (37)  relatives  au  d~riv6 
mitochondrial de  la testacelle: darts cette forma- 
tion,  l'auteur  signale  la  pr6sence  de  protfiines 
basiques qui se sont r6v6l~es comme fitant des cyto- 
chromes.  Sud  (45,  46)  ~tudiant la  composition 
cytochimique du  corps  chromatoide  de  la  cou- 
leuvre Natrix  natrix conclue ~ la prfisence de pro- 
t6ines basiques associfies ~ du RNA; cette forma- 
tion disparait au cours de la spermiogen~se. 
De nombreux travaux ont 6tudi6 l'6volution  des 
prot~ines basiques nuclfiaires au cours de la sper- 
miogen~se  (2,  5,  6,  7,  30),  mais  celles-ci  sont 
toujours li6es au DNA et les modifications qu'elles 
subissent affectent leur teneur en  arginine (syn- 
thfse d'histones enrichies en arginine ou de  pro- 
tamines). 
Une prot6ine acide,  l'ascaridine, a  ~tfi dficrite 
dans le c6ne r~fringent des spermatozo~des  aber- 
rants de l'Ascaris (35). 
Nous  avons  done  mis  en  6vidence  pour  la 
premiere fois (14-16) des prot~ines basiques extra- 
nucl6aires  darts  ce  qui  est  souvent  interprfit6 
comme l'homologue d'un acrosome de spermato- 
zoide  flagell6  (10).  Depuis,  Bloch  (5)  a  signal6 
6galement la pr6sence de prot6ines basiques dans 
le spermatozogde  du crabe Emerita analoga, tout 
fair  analogues  ~  celles  d6tect6es  chez  les  trois 
esp6ces  que  nous avons fitudi6es.  La  capsule du 
spermatozo ~de des dfcapodes apparalt done comme 
une  formation  originale,  des  prot~ines  basiques 
n'ayant jamais  ~t6  d~tect6es,  au  moins jusqu'~ 
maintenant dans des acrosomes de spermatozoides 
flagell6s. II est 6galement intfressant de noter que 
ces prot6ines basiques sont libres; elles ne sont pas 
associ~es ~  un acide  nuclfiique (DNA  ou  RNA) 
comme c'est le cas en g6nfiral,  ni ~  un polysac- 
charide acide (43, 44). En effet, les polysaccharides 
intracapsulaires sont des  polysaccharides neutres 
et,  de  toute fa~on,  occupent dans la capsule des 
situations difffirentes  de  celles  occup~es  par  les 
prot6ines basiques. 
Les techniques rfiv61ant ces prot~ines en faisant 
appel  h  une r~action de  d6samination oxydative 
(alloxane- et ninhydrine-Schiff) donnent des colo- 
rations relativement mod6rfes.  D'autre  part,  les 
groupements responsables de leur acidophilie ~ pH 
alcalins r6sistent aux tentatives de dfisamination et 
d'ac6tylation r6alis6es  durant des  temps  connus 
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bout  d'une  heure  de  tels  traitements,  sur  notre 
propre matfriel,  les histones somatiques  (histones 
des noyaux des cellules des canaux dfffrents et des 
cellules somatiques intratestlculaires) ainsi que les 
histones  des  noyaux  des  cellules  germinales jus- 
qu'au stade spermatide ont perdu leur pouvoir de 
fixer les colorants acides h  pH  alcalin. Par contre, 
pendant  les  m~mes  temps,  les  prot6ines  basiques 
intracapsulaires conservent leurs propriftfs acido- 
philes. 
En certains sites tout au moins,  de l'arginine a 
fit6 dftectfe  (granules apicaux de la langoustine et 
du crabe), ceci expliquant la rfsistance de ces sites 
aux  essais  de  dfsamination  et  d'acftylation.  Par 
contre,  il  ne  nous  a  pas  6t6  possible  de  ddtecter 
d'arginine chez le pagure; cependant, les protfines 
basiques prfsentes en  abondance dans la  capsule 
BIBLIOGRAPHIE 
1.  ALFERT,  M.  1956.  Chemical  differentiation  of 
nuclear proteins during spermatogenesis in the 
salmon.  J.  Biophys.  Biochem.  Cytol.  2:109. 
2.  ALFERT, M.,  et I.  GESCHWIND. 1953.  A  selective 
method  for  the  basic  proteins  of cell  nuclei. 
Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.S.  39:991. 
3.  BLACK, M.  M.,  et H.  R.  ANSLEY. 1964.  Histone 
staining with  ammoniacal silver. Science.  143: 
693. 
4.  BLACK, M.  M.,  et  H.  R.  ANSLEY.  1966.  His- 
tone specificity revealed by anamoniacal silver 
staining.  J.  Histochem.  Cytochem.  14:177. 
5.  BLOCH, D.  P.  1966.  Cytochemistry  of  the  his- 
tones.  Protoplasmatologia.  5:56. 
6.  BLOCH, D. P., et S. D. BRACK. 1964.  Evidence for 
the  cytoplasmic  synthesis  of  nuclear  histone 
during  spermiogenesis  in  the  grasshopper, 
Chortophaga  viridifasciata  (De  Geer).  3".  Cell 
Biol.  22:327. 
7.  BLOCH, D.  P.,  et H. Y.  C.  HEw.  1961.  Methods 
for  the  cytochemical  characterization  of 
nuclear basic proteins and their application to 
problems  of  development.  Ann.  Histochim.  6: 
497. 
8.  BLOCH,  F.  1935.  Contribution  h  l'6tude  des 
gametes et de la f&condation chez les Crnstacbs 
D6capodes.  Trav.  Sta.  Zool.  Wimereux.  12:185. 
9.  BONNER, J.,  et P.  O.  P.  Ts'o.  1964.  The Nucleo- 
histones.  Holden-Day,  Inc.,  San  Francisco. 
10.  BOWEN, R.  H.  1925.  Further notes on the acro- 
some of the animal sperm.  The homologies of 
the non-flagellate sperms. Anat. Record.  31:201. 
11.  BROWN, G.  G.  1966.  Ultrastructural  studies  of 
sperm  morphology  and sperm-egg  interaction 
des spermatozoides de cette esp~ce rfsistent fgale- 
ment  aux  tentatives  de  bloquage  des  radicaux 
acidophiles. 
L'absence de fer,  mfme  masquf,  ne plaide pas 
en faveur de l'hypoth~se de l'analogie de ces pro- 
tfines avec des cytochromes. 
Rfsistant  h  l'hydrolyse  trichloracftique  des 
nuclfoprotfines,  les  protfines  basiques  dftect6es 
sont probablement des histones libres, enrichies en 
arginine au moins au niveau des granules apicaux. 
Plusieurs  fractions  de  protfines  basiques  existe- 
raient donc dans la capsule des spermatozoides des 
crustacfs dfcapodes.  Nous proposons de donner le 
nora  gfnfral  de  "d6capodine"  ~t  ces  protfines 
basiques  nouvellement  d5crites.  Le  probl~me  de 
leur  origine  fera  l'ol~jet  d'une  publication  ultf- 
rieure. 
Received for publ;cation 14 June 1966. 
in  the  Decapod  Callinectes  sapidus.  J.  Ultra- 
struct.  Res.  14:425. 
12.  BuscH,  H.  1965.  Histones  and  other  nuclear 
proteins. Academic Press Inc., N. Y. 
13.  BUTLER, J.  A.  V.,  P.  COHN, et P.  SIMSON. 1960. 
The presence of basic proteins in microsomes. 
Biochim.  Biophys.  Acta.  38:386. 
14.  CHEVAILLIER,  P.,  et P. L.  MAILLET. 1965.  Struc- 
ture  et ultrastructure du  spermatozoide  de  la 
Langoustine,  Nephrops  norvegicus  L.  Colloque 
annuel de la Socift5 Fran~aise de microscopic 
61ectronique, Marseille. J.  Microscopic.  4:128. 
15.  CHEVAILLIER, P.,  et  P.  L.  MAILLET.  1965. 
Structure fine et constitution cytochimique du 
spermatozoide  de  la  Langoustine,  Nephrops 
norvegicus  L.  (Crustac6  Dfcapode).  J.  Micro- 
scopie. 4:679. 
16.  CHEVAILLIER, P.  1966.  Structure  et constitution 
cytochimique de la capsule du  spermatozo~de 
des  Crustac6s  D6capodes.  Compt.  Rend.  262: 
1546. 
17.  DAVENPORT, R.,  et J.  C.  DAVENPORT. 1965.  A 
cytochemical  study  of  cytoplasmic  basic 
proteins  in  the  ascidian  oocyte.  J.  Cell  Biol. 
25:319. 
18.  DAVENPORT,  R.,  et  J.  C.  DAVENPORT.  1965. 
Cytoplasmic  basic  proteins  in  the  oocytes  of 
three  species  of  Molluscs.  Exptl.  Cell  Res. 
39:74. 
19.  FASTEN, N.  1914.  Spermatogenesis of the Ameri- 
can  crayfish,  Cambarus  virilis  and  Cambarus 
immunis  (?),  with special  reference to  synapsis 
and the chromatoid bodies. 3". Morphol. 25:587. 
20.  FASTEN, N.  1918.  Spernaatogenesis of the Pacific 
PHILIPPE CHEVAILLIER  Une Prot~ine Basique Extranucldaire  555 Coast  Crab,  Cancer  magister  Dana.  Biol.  Bull. 
34:277. 
21.  FASTEN, N.  1924. Comparative  studies  in  the 
spermatogenesis  of  various  Cancer  crabs.  J. 
Morphol.  39:47. 
22.  FASTEN, N.  1926. Spermatogenesis of the black- 
clawed  crab,  Lophopanopeus  bellus  (Stimpson) 
Rathbun. Biol. Bull. 50:277. 
23.  FELIX, K.,  H.  FlSCHEI~, et  A.  KREKELS. 1956. 
Protamines  and  nucleoprotamines.  Progr. 
Biophys.  Biophy~.  Chem.  6:2. 
24.  HORN, E.  C.  1962. Extranuclear  histone in  the 
Amphibian oocyte. Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.S. 
48:257. 
25.  HORN, E. C., et C. L. WARD. 1957. The localiza- 
tion  of basic  proteins  in  the  nuclei  of larval 
Drosophila  salivary  glands.  Proc.  Natl.  Acad. 
Sci.  U.S.  43:776. 
26.  KORNeUTH, S.  E.  1965. Localization of a  basic 
protein in the  myelin of various species with 
the  aid  of  fluorescence  and  electron  micros- 
copy. J.  Cell Biol.  26:157. 
27.  LANORETH, S.  G.  1965. Ultrastructural observa- 
tions on the sperm of the crab  Cancer  borealis. 
J.  Cell Biol.  27:56  A. 
28.  LISON,  L.  1960.  Histochimie  et  cytochimie 
animales. Gauthier-Villars, Paris. 
29.  McL~Isn, L., L.  G.  E. BELL, L. F.  LA COUR, et 
J.  CHAYEN.  1957.  The  quantitative  eyto- 
chemical  estimation  of  arginine.  Exptl.  Cell 
Res.  12 : 120. 
30.  MONESl,  V.  1964. Autoradiographic evidence of a 
nuclear  histone synthesis during  mouse  sper- 
miogenesis  in  the  absence  of  detectable 
quantities  of nuclear  ribonucleic  acid.  Exptl. 
Cell  Res.  36:683. 
31.  MosEs, M. J.  1961. Spermiogenesis in the cray- 
fish  (Procambarus  clarkii).  I.  Structural  cha- 
racterization of the mature sperm.  J.  Biophys. 
Biochem.  Cytol.  9:222. 
32.  MosEs,  M. J.  1961. Spermiogenesis in the cray- 
fish  (Procambarus  clarkii).  II.  Description  of 
stages, or. Biophys.  Biochem.  Cytol.  10:301. 
33.  NATH, V.  1942. The  Decapod  sperm.  Trans. 
Natl.  Inst.  Sci.  India.  2:87. 
34.  NATn,  V.  1956. Cytology  of  spermatogenesis. 
Intern. Rev.  Cytol. 5:395. 
35.  PANIJEL,  J.  1951.  Metabolisme  des  nucl6o- 
prot6ines dans la gam6togen~se et la f6eonda- 
tion.  Hermann  et  Cie,  Paris. 
36.  PEARSE,  A. G. E. 1960. Histochemistry theoretical 
and applied. J.  & A. Churchill, London. 
37.  PERSONNE,  P.  1965.  Etude  cytochimique  du 
d6riv6  mitochondrial du  spermatozoide de la 
Testacelle:  recherche  des  prot6ines  et  des 
lipides. J.  Microscopic.  4:627. 
38.  PHILLIPS, D.  M.  P.  1962. The  histones.  Progr. 
Biophys.  Biophys.  Chem.  12:211. 
39.  POCHON-MASSON, J.  1965. Sch6ma  g6n6ral  du 
spermatozoide  v6siculaire  des  D6capodes. 
Compt.  Rend.  260:5093. 
40.  POCHON-MASSON,  J.  1965.  Sch6ma  du  sper- 
matozoide d6vagin6  de  Homarus  vulgaris  (D6- 
capode Macroure). Compt. Rend. 260:5352. 
41.  RA'rHNAVATH'Z, C. K.  1941. The spermatogenesis 
of  Clibanarius  olivaceus  Henderson.  Proc. 
Indian Acad. Sci. Sect.  B.  13:379. 
42.  SETTERFIELD,  G., J. M. NEELIN, E. N. NEELIN, et 
S.  T.  BAYLEY. Studies on  basic proteins from 
ribosomes  of  buds  of  pea-seedlings.  J.  Mol. 
Biol.  2:416. 
43.  SPICER, S. S.  1962. Basic protein visualized histo- 
chemically in mucinous secretions. Exptl.  Cell. 
Res.  28:480. 
44.  SPICER,  S.  S.,  et  R.  D.  LILLIE.  1961. Histo- 
chemical identification of basic  proteins with 
Biebrich scarlet at  alkaline pH.  Stain  Technol. 
36:365. 
45.  SuB, B. N.  1961. Histochemistry and significance 
of the chromatoid body in spermatogenesis of 
the grass-snake, Natrix natrix. Biochem.  J.  78:16. 
46.  SUE,  B.  N.  1961.  Morphological  and  histo- 
chemical studies of the chromatoid body in the 
grass-snake, Natrix  natrix.  Quart.  J.  Microscop. 
Sci.  102:51. 
47.  TALEPOROS,  P.  1959.  Cytoplasmic  "histones" 
and "protamines" in the egg of the sea urchin 
Strongylocentrotus  parpuratus.  J.  Histochem.  Cyto- 
chem.  7:322. 
43.  WttITFIELD, J.  F.,  et  T.  YOUDALE. 1965. The 
demonstration of cytoplasmic basic proteins in 
strain  L  mouse  fibroblasts.  Exptl.  Cell  Res. 
40:42 I. 
49.  WORLE¥,  E.  K.  1939.  A  study  of  the  sperm- 
forming  components  in  three  species  of De- 
capoda  (Pagurus  pollicaris  Say,  Homarus 
americanus  Milne-Edwards,  and  Libinia  emar- 
ginata  Leach).  La  Cellule.  48:149. 
50.  YASUZUMI, G.  1960. Spermatogenesis in  animals 
as  revealed  by  electron  microscopy.  VII. 
Spermatid  differentiation  in  the  crab,  Erio- 
cheir japonicus. J. Biophys. Biochem.  Cytol.  7:73. 
556  THE  JO'U"]RNAL OF  CELL  BIOLOGY  '  VOLUME  32,  1967 